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O corpo de frutificação do basidiomiceto Ganoderma multiplicatum seco, moído e 
deslipidificado foi submetido a extrações aquosas e alcalinas (KOH a 2, 10, 20 e 30%). 
O extrato aquoso foi primeiramente submetido a precipitação com etanol, enquanto 
que os extratos alcalinos foram submetidos a precipitação com adição de ácido acético 
até ~ pH 5,0. Os extratos obtidos foram submetidos aos processos de purificação por 
congelamento e degelo, precipitação com solução de Fehling e por ultrafil tração e 
diálise em membranas de diferentes porosidades, respectivamente. A partir destes 
processos foram purificadas e caracterizadas diferentes estruturas. As frações 10ESFW 
e 10RSFW, obtidas por extração aquosa, apresentaram-se homogêneas quando 
analisadas por HPSEC e compostas principalmente por glucose. O espectro de RMN-
13C apresentou sinais na região anomérica em δ 102,7 e 102,3 correspondentes ao C-1 
sugerindo configuração glicosídica do tipo β. Além destes, também foi observado 
sinais pouco intensos em δ 100,3 e 97,7 correspondentes ao C-1, provavelmente, em 
configuração do tipo α. Estes dados sugerem a presença de uma glucana apresentando 
unidades em α e β configuração. A fração eluída (30EPFW) e a fração retida 
(30RPFW) apresentaram fucose, xilose e manose como principais monossacarídeos, 
sugerindo tratar-se de uma fucoxilomanana. As frações 10ESFK2 e 10RSFK2, obtidas 
a partir do sobrenadante de Fehling (SFK2) da extração com KOH 2%, apresentaram-
se homogêneas e glucose como principal monossacarídeo. Os dados obtidos por RMN-
13C, DEPT e análise de metilação sugerem a presença de uma β-glucana ramificada 
contendo, principalmente, ligações do tipo (1→3) e (1→6). Também pode ser 
observado unidades ligadas (1→4). A partir da extração com KOH 10% foi isolada 
uma xilomanana (30RPFP5 e 30EPFP5). As análises de metilação, juntamente com os 
dados de RMN-13C, sugerem um heteropolissacarídeo ramificado contendo uma cadeia 
principal formada por unidades de α-D-Manp ligadas (1→4) e parcialmente substituída 
em O-3 por terminais não redutores de β-Xylp. Uma glucana linear com ligações do 
tipo β-(1→3), denominada de laminarana, foi obtida por extração com KOH 20%. 
Além destas estruturas, foi isolada, da extração com KOH 30%, uma β-glucana 
ramificada contendo uma cadeia principal com ligações do tipo (1→3) a qual 
encontra-se substituída em O-6 apenas por unidades de β-Glcp-(1→4)- ligadas. Estes 











1  INTRODUÇÃO 
 
1.1  BASIDIOMICETOS 
 
 Os fungos compreendidos no filo Basidiomicota são chamados de 
basidiomicetos e popularmente conhecidos como cogumelos, orelhas de pau, bolores, 
“bufa de lobo”, trufas, mofos, entre outros. Esta classe de fungos abrange 
aproximadamente 15.000 espécies, dentre as quais podemos citar os mais conhecidos 
mundialmente, Agaricus blazei (cogumelo do sol), Pleurotus spp., Ganoderma spp. e 
Lentinus edodes (shiitake) (PUTZKE, J.; PUTZKE, M. T. L., 1998).  
 Neste Filo está reunido o que há de mais evoluído dentre os organismos do 
Reino Fungi (PUTZKE, J.; PUTZKE, M. T. L., 1998). Devido a grande variedade 
deste grupo é muito difícil identificar qualquer característica morfológica que seja 
única e constante. 
 CHANG e MILES (1992) definiram cogumelos como “macrofungos com um 
distinto corpo de frutificação, os quais podem ser tanto hipogeo quanto epigeo, grande 
o bastante para ser visto a olho nu e ser pego com as mãos”. 
 Apesar deste grupo ser muito abundante e ser representado por um grande 
número de espécies sua exploração comercial é pequena no Brasil (PUTZKE, J.; 
PUTZKE, M. T. L., 1998). 
 Os basidiomicetos são caracterizados por produzirem esporos sexuais, 
denominados de basidiosporos, e uma estrutura microscópica especializada para esta 
função, o basídio. Estes esporos podem ser liberados violentamente, sendo 
denominados de balitosporos ou serem liberados passivamente. A maioria das espécies 
forma uma estrutura macroscópica, com hifas modificadas que originam 
pseudotecidos, denominados de basidioma ou corpo de frutificação. Alguns 
basidiomicetos podem formar uma estrutura de resistência em condições desfavoráveis 
as quais podem ficar dormentes por longos períodos. Esta estrutura é denominada de 
esclerócio (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Estas estruturas formam 
o ciclo de vida geral dos basidiomicetos (Figura 1). 
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FIGURA 1 - Esquema do ciclo de vida geral dos basidiomicetos   
 
 
 O micélio, o qual é formado por muitos filamentos septados chamados de 
hifas, denomina a fase vegetativa dos basidiomicetos. Estes septos podem ser simples 
ou possuírem clamp connections (Figura 2), sendo esta uma estrutura característica do 
micélio secundário e está envolvida na manutenção de condições dicarióticas. Estas 
estruturas garantem a localização de um núcleo de cada tipo nas células filhas 
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Sendo que a classificação 
taxonômica deste grupo é baseada na morfologia macro e microscópica do basidioma. 
 




Por milênios, cogumelos têm sido valiosos para a humanidade como recursos 
comestíveis e medicinais. Um grande número de moléculas ativas, incluindo 
substâncias antitumorais, têm sido identificadas em muitas espécies de cogumelos. 
 Cogumelos como Ganoderma lucidum (Reishi), Lentinus edodes (Shiitake), 
Inonotus obliquus (Chaga) e muitos outros têm sido coletados e usados por milhares 
de anos na Coréia, China, Japão e leste da Rússia. Esta práticas formam a base dos 
modernos estudos científicos de atividades medicinais dos fungos (WASSER, 2002).  
 Historicamente, frações solúveis em água quente (decoctos e essências) de 
cogumelos medicinais são utilizados na medicina oriental, onde o conhecimento e 
prática do uso dos cogumelos foram primariamente originados (WASSER, 2002). 
Atualmente, muitas culturas em todo o mundo reconhecem que extratos de certos 
cogumelos podem ter muitas atividades benéficas para a saúde (SMITH; ROWAN; 
SULLIVAN , 2002; WASSER; WEIS, 1999). 
 O conhecimento da composição química de cogumelos é importante tanto para 
prevenir sua expansão, quanto para estimular seu crescimento. Estudos envolvendo 
algumas cepas de Agaricus blazei mostraram a presença de produtos no material seco, 
sendo composto por 41,3% de proteínas e 45,8% de carboidratos e somente 1,6% de 
gordura. Já a parede celular consiste majoritariamente de polissacarídeos (89%) e  
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1.2  POLISSACARÍDEOS 
  
 Os polissacarídeos são as macromoléculas mais abundantes em alguns 
materiais biológicos. Os mais conhecidos são a celulose, amido e seus derivados; 
quitina e gomas extraídas de vegetais e algas. Desempenham papel estrutural, 
energético, de adesão e proteção. Esta ampla gama de finalidades deve-se à estrutura 
química dos polímeros de carboidratos, que permitem grande variabilidade molecular. 
Esta variabilidade estrutural fornece a flexibilidade necessária para os complexos 
3
 
mecanismos regulatórios de várias interações célula-célula em organismos superiores 
(OOI; LIU, 2000). 
 Polissacarídeos e complexos polissacarídeo-proteínas são importantes 
biopolímeros usados em diferentes aplicações, tais como aditivos alimentares e 
farmacêuticos. Devido a isso, informações sobre isolamento, estrutura química, 
propriedades físico-químicas e bioatividades sobre estes polímeros são essenciais para 
pesquisas futuras e aplicação destes polissacarídeos (PENG; ZHANG, 2003). 
 A parede celular de fungos, geralmente é formada por celulose e/ou quitina e 
outros polissacarídeos, principalmente glucanas. Sendo que a classe Basidiomicetos 
não possui celulose na sua parede celular, sendo esta composta de 33% de quitina, 
50% de outros polissacarídeos e 10% de proteínas (GRIFFIN, 1994). 
  
1.2.1  Polissacarídeos de Basidiomicetos 
 
 Polissacarídeos de fungos, principalmente de basidiomicetos, têm sido 
amplamente estudados devido as suas atividades antitumorais, antivirais, 
anticoagulantes, entre outras (SMITH; ROWAN; SULLI VAN, 2002). Estas estruturas 
podem ser isoladas do corpo de frutificação, do esclerócio, do micélio ou de 
exopolissacarídeos provenientes das cult ras em laboratório destes organismos. 
 A atividade antitumoral é exibida por uma grande classe de glicanos, a qual se 
estende de homopolímeros até heteropolímeros complexos. Estas diferenças na 
atividade podem estar correlacionadas com a solubilidade em água, tamanho das 
moléculas, proporção de ligação e forma. Devido a estes fatores, torna-se difícil 
correlacionar a estrutura e a atividade antitumoral de polissacarídeos complexos 




 As glucanas são os homopolissacarídeos mais freqüentemente encontrados em 
basidiomicetos, podendo ser lineares ou ramificadas (Tabela 1). 
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 A maioria destes organismos estudados quanto a estrutura de polissacarídeos, 
apresentam uma cadeia principal constituída por unidades de glucose, em configuração 
β-, ligadas (1→3) com substituição em O-6 por uma única unidade de glucose a cada 
três unidades da cadeia principal (Figura 3), como por exemplo, em Grifora umbellata 
(MIYAZAK I et al., 1979). Outros basidiomicetos estudados, nos quais a mesma 
estrutura foi descrita estão indicados na Tabela 1. 
 
FIGURA 3 - Esquema da estrutura da glucana obtida para a maioria dos basidiomicet s estudados 
 
        → 3)-β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→ 3)-β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→ 
                                                                           6 
                                                                           ↑
                                  1 
                                                                    β-D-Glcp 
  
 Estruturas similares a estas glucanas, porém com diferentes graus de 
substituição foram descritas para algumas espécies de basidiomicetos. Do corpo de 
frutificação de Ganoderma japonicum foi isolado uma glucana contendo uma cadeia 
principal constituída por ligações do tipo β-(1→3) sendo substituída em O-6 por 
unidades de Glcp a cada 30 unidades da cadeia principal (UKAI et al., 1982). Em 
Dictyophora indusiata a substituição acontece a cada sete unidades da cadeia principal 
(HARA et al., 1982) e em Volvariella volvacea a cadeia principal é substituída a cada 
cinco unidades (MISAKI et al., 1986). 
 Glucanas contendo o mesmo tipo de cadeia principal, porém podendo ter 
outros tipos de ligação também foram relatadas. KATO et al. (1978), estudando o 
conteúdo polissacarídico do esclerócio de Grifora umbellata (Fr.) Pilát descreveram 
um polissacarídeo com cadeia principal de β-D-Glcp com ligações do tipo (1→3) e 
(1→6). Devido as técnicas mais rudimentares de caracterização estrutural utilizadas na 
época do estudo, não está claro se as ligações β-(1→6) estão presentes na cadeia 
principal ou na cadeia lateral. Este mesmo autor sugere a presença de ligações β-
(1→4), porém não detalha a  posição destas ligações na estrutura. 
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 Foi descrito para Lentinus edodes uma β-glucana contendo uma cadeia 
principal constituída por ligações do tipo (1→3), a qual encontra-se ramificada em O-6 
(duas substituições para cada cinco unidades da cadeia principal) por cadeias laterais 
constituídas de unidades de β-D-Glcp-(1→6)- e β-D-Glcp-(1→3)- ligadas, sendo que 
ligações β-D-(1→6) internas podem estar presentes. Este polissacarídeo foi 
denominado de lentinana (SASAKI; TAKASURA, 1976). 
 O polissacarídeo isolado do corpo de frutificação de Auricularia auricula-
judae é formado por uma cadeia principal de β-D-Glcp ligadas (1→3), o qual 
apresenta substituições em O-6 por unidades de β-D-Glcp. Porém, diferentemente das 
estruturas anteriores, a substituição ocorre em duas unidades de cada três da cadeia 
principal (Figura 4 A). Para este mesmo basidiomiceto também foi caracterizada uma 
glucana insolúvel em água, sendo sua estrutura mais ramificada, possuindo a cadeia 
principal de β-D-Glcp-(1→3)- ligadas, a qual apresenta-se substituída em O-6 por 
unidades de terminais não redutores de β-D-Glcp ou por cadeias laterais (curtas) 
formadas por unidades de β-D-Glcp-(1→6)- ligadas. As substituições ocorrem em três 
de cada quatro unidades de Glcp da cadeia principal (Figura 4 B) (SONE; KAKUT A; 
MISAKI, 1978).  
FIGURA 4 - Esquema da estrutura da glucana obtida para Auricularia auricula-judae (SONE, 1978)   
→ 3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→ 
                                                               6                       6 
                                                            ↑                       ↑ 
                                                       1                         1 
                                                       β-D-Glcp             β-D-Glcp 
→ 3)-β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→ 
                              6                            6                         6 
                   ↑                           ↑                            ↑ 
                   1                            1                          1
            β-D-Glcp                β-D-Glcp                   β-D-Glcp 
                              6
                              ↑
      1 





 Um estudo detalhado sobre a estrutura de polissacarídeos isolados do corpo de 
frutificação e do micélio de Ganoderma lucidum, sugere uma cadeia principal formada 
por unidades de β-D-Glcp-(1→3)- ligadas, sendo substi uída em O-6 por unidades de 
Glcp ou pelo grupo dissacarídico 6-O-β-D-Glcp-β-D-Glcp e em O-2 pelo dissacarídeo 
4-O-β-D-Glcp-β-D-Glcp. O grau de substituição e os grupos constituintes variam de 
acordo com os tipos de extrações, aquosa a frio e a quente, álcali a frio e a quente 
(Figura 5), sendo que as estruturas provenientes das extrações aquosas apresentam um 
maior grau de substituição do que aquelas obtidas por extrações alcalinas (SONE et 
al., 1985). 
 




 BAO et al. (2001a) estudando polissacarídeos isolados de esporos de 
Ganoderma lucidum, descreveram uma β-glucana complexa com cadeia principal 
contendo ligações do tipo (1→3), a qual apresenta-se ramificada em O-6 por diferentes 
substituintes. Estes podem ser apenas uma unidade de Glcp, ou cadeias laterais de 
diferentes tamanhos formadas por unidades de β-D-Glcp contendo ligações do tipo 






                                      β-D-Glcp                                         β-D-Glcp 
                                            1                                                   1
                                             ↓                                                     ↓
                                              6                                               4
                                       β-D-Glcp                                        β-D-Glcp 
                                              1                                                 1
                                              ↓                                                     ↓




FIGURA 6 - Esquema da estrutura da glucan obtida a partir de esporos Ganoderma lucidum (BAO et 
al., 2001a) 
 
       R                       R
       ↓         ↓ 
       6                     6 
→3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp-(1→   
 
R=β-D-Glcp-(1→ 
R=β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→6) -β-D-Glcp-(1→ 
R=β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→6) -β-D-Glcp-(1→3) -β-D-Glcp-(1→ 
 
 Diferentemente das estruturas descritas anteriormente, estudos realizados a 
partir do corpo de frutificação de Grifora umbellata sugerem uma β-glucana com 
ligações (1→3) ramificada em O-6 por cadeias de β-D-Glcp contendo ligações do tipo  
(1→4) e (1→6) (MIYAZAKI e t al., 1979). 
 β-Glucanas com cadeia principal composta por ligações (1→6) também foram 
descritas para basidiomicetos. MIZUNO et al. (1995) estudando extratos provenientes 
do corpo de frutificação de Tricholoma giganteum isolou um polímero com cadeia 
principal formada por unidades de β-D-Glcp-(1→6)- ligadas, apresentando 
ramificações em O-3 por uma única unidade de glucose. Em Polyporus confluens esta 
mesma estrutura também foi descrita, tanto para extratos provenientes do corpo de 
frutificação, quanto para o micélio (MIZUNO et al., 1992). DONG et al. (2002) 
estudando extratos aquosos do corpo de frutificação de Agaricus blazei isolaram uma 
glucana também composta pela mesma cadeia principal, porém ramificada em O-3 
pelo dissacarídeo 3-O-β-D-Glcp-β-D-Glcp (Figura 7).  
 
FIGURA 7 -  Esquema da estrutura da glucana obtida para Agaricus blazei (DONG et al., 2002) 
 
→ 6)-β-D-Glcp-(1→6)-β-D-Glcp-(1→ 6)-β-D-Glcp-(1→6)-β-D-Glcp-(1→ 
           3 
           ↑ 
           1 
              β-D-Glcp-(1→3)-β-D-Glcp 
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 Polissacarídeos ácidos também foram descritos para algumas espécies de 
basidiomicetos. Para o corpo de frutificação de Lyophyllum decastes Sing. foi descrita 
uma β-glucana ácida ramificada contendo ligações do tipo (1→6) (UKAWA; ITO; 
HISAMATSU, 2000). Uma β-D-glucana com ligações (1→3) e (1→6) contendo 4,5% 
de ácido glucurônico foi obtida a partir de extratos do corpo de frutificação de 
Agaricus blazei (MIZUNO et al., 1990a) e Fomes annosus (AXELSSON et al., 1971). 
 β-Glucanas lineares foram descritas para alguns basidiomicetos. Em Agaricus 
blazei uma β-D-Glcp-(1→6)- ligada foi caracterizada (MIZUNO et al., 1990b; 
KAWAGASHI et al., 1989). Porém, β-glucana ligada (1→3) são mais comumente 
encontradas, como por exemplo, em Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2004), 
Armillaria mellea (FRASER; LINDBERG, 1967) e Ganoderma tsugae (WANG et al., 
1993). 
 α-Glucanas também foram descritas para alguns cogumelos. MIZUNO et al. 
(1986) estudando o corpo de frutificação de Grifora frondosa, descreveram uma α-D-
glucana ácida e uma α-D-glucana contendo uma cadeia principal formada por ligações 
(1→4), sendo substi uída em O-6 por terminais não redutores de α-D-Glcp. Em um 
estudo sobre atividade antitumoral de polissacarídeos de Tricholoma giganteum os 
autores citam uma α-D-glucana contendo ligações (1→4) e (1→6), porém não há 
detalhes sobre a estrutura (MIZUNO et al., 1986). Esta mesma estrutura também foi 
descrita para Astraeus hygrometricus (CHAKRABORTY et al., 2004).  Em 
Termitomyces eurhizus duas α-glucanas foram isoladas: uma contendo ligações do 
tipo (1→6) e (1→3) (2,5:1) e uma linear apenas com ligações do tipo (1→6) 
(MONDAL et al., 2004). Uma α-D-glucana ácida, contendo ligações (1→6) e (1→4), 
com 5,2% de ácido glucurônico foi isolada do corpo de frutificação de Agaricus blazei 
(MIZUNO et al., 1990a). Uma α-glucana linear contendo ligações (1→3) foi isolada 
de esporos de Ganoderma lucidum (BAO et al., 2001a). 
 Além das glucanas citadas, outro homopolímero descrito para Pleurotus sajor-
caju foi uma β-xilana. Porém os autores não concluem o tipo de ligação, citando 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2.1.2  Heteropolissacarídeos 
 
 Dentre os heteropolissacarídeos mais comuns em Basidiomicetos estão as 
heterogalactanas, endo a maioria formada por uma cadeia principal de α-D-Galp- 
(1→6) contendo diferentes substituintes, principalmente por fucose e/ou manose 
(Tabela 2).   
 Um dos primeiros estudos descrevendo as heterogalactanas foi realizado 
por BHAVANA NDAN, BOUVENG e LINDBERG (1964) a partir do corpo de 
frutificação de Polyporus giganteus. Estes autores descreveram um polissacarídeo 
com cadeia principal β-D-Galp-(1→6) substituída em O-2 pelo grupo dissacarídico 
3-O-β-D-Manp-β-L-Fucp. 
 A partir de diferentes Basidiomicetos, tais como, Polyporus fomentarius 
(Fr.), Polyporus igniarius (Fr.) (BJÖRNDAL; LINDBERG, 1969), Ganoderma 
applanatum (USUI; IWASAKI; MIZUNO, 1981), Armillaria mellea (FRASER; 
LINDBERG, 1967) e Flammulina velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI , 
1977) foi isolado um polissacarídeo composto por uma cadeia principal constituída 
por α-D-Galp-(1→6)- ligada sendo esta substituída em O-2 por L-Fucp e pelo 
dissacarídeo 3-O-β-D-Manp-β-L-Fucp (Figura 8). Em P. fomentarius (Fr.) e P. 
igniarius (Fr.) também foi descrito uma heterogalactana com cadeia principal de 
α-D-Galp-(1→6), porém substituída em O-2 por unidades de terminais não 
redutoras de α-L-Fucp e D-Galp (BJÖRNDAL; LINDBERG, 1969). 
 
FIGURA 8 - Esquema da estrutura da manofucogalactana obtida para a maioria dos 
basidiomicetos 
 
                   α-D-Manp 
                     1 
                     ↓ 
          3 
                     α-L-Fucp          α-L-Fucp 
                     1                   1 
          ↓                   ↓ 
          2                   2   




ALQUINI et al. (2004) reportaram uma estrutura similar às descritas 
anteriormente, porém, além dos grupos substituintes citados, este polímero é 
substituído por unidades únicas de α-D-Manp. 
 Heteropolissacarídeos naturalmente metilados também foram descritos 
(Figura 9). Um polímero formado por uma cadeia principal constituído por 
unidades de α-D-Galp e 3-O-Me-Galp contendo ligações do tipo (1→6), podendo 
ser substituída em O-2 por terminais não redutores de β-D-Manp foi encontrado 
em Pleurotus ostreatus (JAKOVLJEVIC et al., 1998). ROSADO et al. (2003) 
estudando polissacarídeos de Pleurotus ostreatus “ florida” e P. ostreaturoseus 
descreveram uma estrutura similar, porém as unidades da cadeia principal são 
substituídas em O-2 por unidades de α-D-Man e sugerem que a presença de grupos 
metil pode ser uma característica do gênero Pleurotus. 
 
 
FIGURA 9- Esquema da estrutura da manogalactana parcialmente metilada obtida do corpo de 
frutificação de Pleurotus spp. 
        
 
                        D-Manp        
                     1                  Me 
          ↓                  ↓ 
          2                  3   
          →6)-α-D-Galp-(1→6)-α-D-Galp(1→6)-α-D-Galp-(1→6)-α-D-Galp-(1→ 
 
 
 Além dos heteropolímeros descritos anteriormente, como as 
heterogalactanas, outros polissacarídeos isolados do corpo de frutificação de 
basidiomicetos foram estudados, dentre estes encontram-se as xilomananas e as 
fucoxilomananas. Estas estruturas apresentam uma cadeia principal constituída por 
unidades de manopiranose com diferentes tipos de ligações e grupos substituintes. 
 A partir de estudos realizados com Polyporus pinicola (AXELSSON; 
BJÖRNDAL; LINDBERG, 1969) e Fomes annosus (AXELSSON et al., 1971) foi 
descrito uma fucoxilomanana contendo uma cadeia principal composta por 
unidades de β-Manp ligadas (1→3) e substituída em O-4 por cadeias laterais de 2-
14
 
O-α-L-Fucp-β-D-Xylp (Figura 10). Uma estrutura similar (Figura 11) foi isolada 
de Ganoderma lucidum, porém a cadeia principal é composta por ligações do tipo 
(1→4), substituída em O-3 por cadeias laterais de 4-O-L-Fucp-D-Xylp 
(MIYAZAKI; NISHIJIMA , 1982). 
  
 
FIGURA 10 - Esquema estrutural da fucoxilomanana isolada de Polyporus pinicola 
(AXELSSON; BJÖRNDAL; LINDBERG, 1969) e Fomes annosus (AXELSSON 




              4              4              4 
              ↑              ↑              ↑ 
               1              1               1 
               β-D-Xylp        β-D-Xylp       β-D-Xylp 
             2               2               2 
             ↑  ↑                            ↑ 
             1               1                1 




FIGURA 11 - Esquema estrutural da fucoxilomanana isolada de Ganoderma lucidum 
(MIYAZAKI ; NISHIJIMA, 1982) 
 
D-Manp-(1→4)-D-Manp-(1→4)-D-Manp-(1→4) 
                                   3           3             3 
                                    ↑            ↑            ↑ 
                                     1                      1                         1
                                       D-Xylp              D-Xylp                D-Xylp 
                                     4                       4             4 
                                     ↑            ↑              ↑ 
                                     1                      1             1 
                                         L-Fuc      L-Fuc            L-Fuc 
 
 
 No micélio de Armillaria mellea foi isolado uma xilomanana (Figura 12) 
contendo uma cadeia principal com ligações do tipo α-(1→3), substituída em O-4 
por cadeias laterais de 4-O-β-D-Xylp-D-Xylp (BOUVENG; FRASER; 
LINDBERG, 1967).  
15
 
Esta mesma estrutura foi isolada do micélio de Polyporus tumulosus (ANGYAL ; 
BENDER; RALPH1, citado por BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983).  
 Exopolissacarídeos produzidos por basidiomicetos do gênero Tremella 
(Tabela 2) também apresentaram estruturas com a mesma cadeia principal, porém 
contendo substituintes ácidos, além de Xylp e Fucp.   
 
 
FIGURA 12 - Esquema estrutural da xilomanana isolada do micélio de Armillaria mellea 
(BOUVENG; FRASER; LINDBERG, 1967) 
 
 
      α-D-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→3)-α-D-Manp-(1→3) 
       4        4         4 
       ↑        ↑                     ↑ 
        1        1        1 
          D-Xylp      D-Xylp               D-Xylp 
      4          4        4 
     ↑          ↑         ↑ 
     1          1        1 
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1.3 Ganoderma spp. 
 
O gênero Ganoderma é membro da Ordem Aphyllophorales (chamados de 
“Poliporos”), sendo estes um grupo morfologicamente complexo de basidiomicetos 
terrestres. 
Muitos destes fungos são saprófitos e decompositores de madeira. São 
tipicamente duros e apresentam uma textura amadeirada, sendo popularmente 
conhecidos por “orelhas de pau”.  
A maioria dos poliporos absorve nutrientes da madeira morta de partes das 
plantas, porém alguns podem crescer em árvores vivas e causar decomposição nas 
partes não funcionais da madeira. Poucos destes fungos invadem o tecido condutivo 
das plantas, ou são micorrizas retirando nutrientes e carbono das raízes. 
 O gênero Ganoderma foi estabelecido por P. Karsten em 1881 e mais de 120 
espécies foram descritas desde esta data, porém devido a grande diversidade deste 
grupo, sua classificação taxonômica é problemática (HUIE; DI, 2004; KIM; JUANG, 
2000). 
 Muitos autores consideram estes organismos como a maior fonte de produtos 
naturais farmacologicamente ativos (ZJAWIONY, 2004). Além disso, há um grande 
interesse comercial destes basidiomicetos, com um aumento de sua produção mundial, 
devido sua capacidade de degradar material lignocelulóico (YILDIZ ; 
KARAKAPLAN ; AYDIN , 1998). São chamados de fungos de podridão branca, pois 
são capazes de degradar lignina e celulose. Devido a esta característica podem ser 
potencialmente utilizados para converter este tipo de substrato em compostos úteis, 
como por exemplo, moléculas com atividades farmacológicas (CROAN, 2004). 
O fungo mais estudado deste gênero, Ganoderma lucidum, conhecido como 
“Lingzhi” na China, “Reishi” no Japão, “Youngzhi” na Coréia e “cogumelo Rei” no 
Brasil tem sido tradicionalmente usado na medicina popular principalmente no 
Oriente. “Lingzhi” foi citado em Shen Nong's Herbal Classic (considerado o livro 
mais antigo da medicina herbal-oriental e a fundação de medicina tradicional chinesa) 
para aumento da “força vital” e promotor de “longevidade”. 
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 Durante as últimas duas décadas, pesquisas modernas têm revelado que o 
“Reishi” contêm uma variedade de compostos químicos, como: triterpenos, 
polissacarídeos, nucleotídeos, esteróis, ácidos graxos, alcalóides, proteínas, peptídeos, 
aminoácidos e elementos inorgânicos. Dentre estes compostos, tri erpenos e 
polissacarídeos têm recebido grande atenção por possuírem diversas e potencialmente 
significantes atividades farmacológicas. “Reishi” tem sido usado no tratamento de 
doenças crônicas, hipertensão, artri e, bronquite, asma, anorexia, gastrite, hemorróidas, 
diabetes, hipercolesterolemia, nefrites, dismnorréia, constipação, lupus eritematoso, 
hepatites e problemas cardiovasculares. Estudos recentes demonstraram atividades 
anti-cancerígenas, atividade antimicrobial e antiviral contra HIV (HUIE; DI, 2004; 
JONG; BIRMINGHAM,1992; ZHANG et al., 2003). 
 
1.3.1  Ganoderma multiplicatum 
 
 Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat., foi descrito em 1889, porém estudos 
químicos não foram relatados até a presente data.  Este basidiomiceto também é 
conhecido por Polyporus multiplicatus Mont. (1854). É uma espécie neotropical e 
apresenta uma variedade morfológica causada por condições climáticas (GOTTLIEB; 
WRIGHT, 1999). 
 















2  OBJETIVOS 
  
 O presente trabalho teve como objetivo geral a análise estrutural de 
polissacarídeos isolados do basidiomiceto Ganoderma multiplicatum.  
 Os objetivos específicos foram: 
a) Realizar extrações aquosas e alcalinas com hidróxido de potássio a 2, 10, 
20 e 30%; 
b) Purificar os polissacarídeos obtidos; 






























3  MATERIA L E MÉTODOS 
 
3.1  OBTENÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DE Ganoderma multiplicatum 
 
 Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat., popularmente conhecido como 
“orelha de pau”, foi coletado na Avenida Perimetral, em Maringá, Paraná, Brasil, pelo 
Prof. Dr. Fábio R. Rosado do Centro Universitário de Maringá (CESUMAR). A 
identificação foi realizada segundo GOTTLIEB e WRIGHT (1999) e RYVARDEN 
(2000), em 16/09/2004, pela Dra. Adriana M. Gugliota, do Instituto de Botânica de 
São Paulo, São Paulo, Brasil. A exsicata encontra-se depositada no Instituto de 
Botânica de São Paulo sob número SP307950. 
  
3.2  PROCEDIMENTOS GERAIS DE EXTRAÇÃO  
     
 Ganoderma multiplicatum foi l impo, seco e moído. Em seguida, foi submetido 
aos processos seqüenciais de extração e purificação, conforme os itens descritos a 
seguir. 
 
3.2.1  Extração Clorofórmio-Metanol  
   
 O material foi deslipidificado com uma mistura de solvente clorofórmio-
metanol (CHCl3: MeOH, 2:1, v/v), sob refluxo, durante 2 ou 3 horas na temperatura de 
60°C. Após este procedimento, os extratos obtidos foram filtrados a quente e 
evaporados até secura em temperatura ambiente (MACHADO et al., 1994).   
  
3.2.2  Extração Aquosa 
 
 O material residual dos processos anteriores foi submetido a extrações aquosas 
em água fervente, sob refluxo, durante 3 horas. Os materiais foram filtrados com a 
solução ainda a quente. Sendo este procedimento realizado três vezes. 
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 Os extratos obtidos foram reunidos e precipitados com etanol (3:1, v/v). Este 
material foi centrifugado e o precipitado etanólico obtido, foi dialisado em água 
corrente por 48 horas. Após este procedimento, a fração dialisada foi congelada e 
liofilizada. 
  
3.2.4  Extração Alcalina 
 
 O material residual da extração aquosa foi tratado, sequencialmente, com 
solução aquosa de hidróxido de potássio (KOH), nas concentrações de 2, 10, 20 e 
30%, em água fervente, sob refluxo, com adição de boroidreto de sódio (NaBH4) para 
evitar degradação das cadeias polissacarídicas, sendo este procedimento realizado por 
3 horas e repetido três vezes. Os extratos obtidos, ainda quentes, foram filtrados por 
algodão. 
  
3.3  PURIFICAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS 
 
3.3.1 Precipitação de Polissacarídeos com Ácido Acético até pH 5,0 
 
 Foi adicionado ácido acético (HOAc) nas frações provenientes das extrações 
alcalinas até pH 5,0, resultando, geralmente, em frações solúveis e insolúveis. Após 
esta metodologia, tanto os precipitados quanto os sobrenadantes foram neutralizados, 
dialisados contra água corrente, congelados e liofilizados (MIZUNO et al., 1986). 
 
3.3.2  Separação dos Polissacarídeos por Congelamento e Degelo 
 
 As frações obtidas através das extrações aquosas e as frações solúveis em pH 
5,0 foram submetidas, separadamente, ao processo de purificação por congelamento e 
degelo. Cada fração foi solubilizada em água destilada e submetida ao processo de 
congelamento e posterior degelo em temperatura ambiente. Os precipitados insolúveis 
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em água fria foram separados dos componentes solúveis por centrifugação (9000 rpm, 
15 min, 25°C). Esse processo foi repetido até que o sobrenadante aquoso não 
apresentasse mais precipitado por congelamento e degelo (GORIN; IACOMINI , 
1984). 
 
3.3.3  Purificação dos Polissacarídeos com Solução de Fehling  
  
 A solução de Fehling é formada por duas soluções distintas, denominadas de 
solução A e solução B. A solução A é composta por de tartarato de potássio e sódio 
(173 g) e KOH (125 g) em volume de água suficiente para 500 ml. A solução B é 
composta por 55, 74 g de sulfato de cobre 5. H2O em volume de água suficiente para 
500 ml. 
 As frações submetidas a este procedimento foram, primeiramente, 
solubilizadas, em aproximadamente 10 ml da solução A, seguindo da adição de igual 
volume da solução B. Após intensa agitação, o material foi mantido sob refrigeração 
por 12 horas (JONES; STOODLEY, 1965). 
 O precipitado formado foi separado por centrifugação (9000 rpm, 15 min, 
25°C). As frações obtidas (precipitado e sobrenadante) foram neutralizadas com 
HOAc, dialisadas contra água corrente (~ 48 horas) e tratadas com resina Dowex na 
forma catiônica fortemente ácida. As frações obtidas foram concentradas sob pressão 
reduzida, congeladas e liofilizadas. 
  
3.3.4 Purificação dos Polissacarídeos por Ultrafiltração ou Diálise por Membranas  
 As frações, as quais estivessem heterogêneas quando analisadas por HPSEC 
(item 3.4.2) após tratamento com solução de Fehling, foram submetidas a ultrafiltração 
em membranas de celulose regenerada ou polietersulfona com limite de exclusão de 10 
kDa, 30 kDa e/ou 300 kDa (Millipore).  
 As ultrafiltrações foram realizadas por um sistema de filtração adequado 
(modelo 16249, Sartorius) acoplado a um cilindro de ar comprimido (CARBONERO 
et al., 2005). 
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 A purificação dos polissacarídeos também foi realizada por diálise fechada 
contra água destilada, através de membranas com limite de exclusão de 16 kDa. 
 
3.4  ANÁLISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARÍDEOS 
 
3.4.1  Composição Monossacarídica 
 
3.4.1.1  Hidrólise ácida total 
           
 Alíquotas de polissacarídeos (~ 1 mg) foram tratadas com 1,0 ml de TFA 
(ácido trifluoracético) 2 M, durante 8 horas a 100°C ou TFA 1 M a 100°C, overnight 
(12-15 h) (CORRADI da SILVA et al., 1993). Após este tempo, o ácido foi eliminado 
por evaporação até secura. Parte dos polissacarídeos hidrolisados foi solubilizada em 
água e cromatografada em papel (item 3.5.1.2). A outra parte foi submetida a redução 
e acetilação, conforme o item 3.4.1.2. 
  
3.4.1.2  Redução e acetilação dos produtos de hidrólise 
 
 Os produtos de hidrólise foram reduzidos com NaBH4 (boroidreto de sódio) 
(WOLFROM; THOMPSON, 1963a) em temperatura ambiente, pH 9-10, por 15 horas. 
Após este período, as soluções reduzidas foram tratadas com resina catiônica (pH 7,0), 
filtradas e levadas à secura sob pressão reduzida. O ácido bórico formado foi 
eliminado por co-evaporação com metanol, na forma de borato de trimetila. 
 Os alditóis formados foram acetilados com uma mistura de anidrido acético 
(Ac2O)/piridina 1:1 (v/v) overnight (WOLFROM; THOMPSON, 1963b), a 
temperatura ambiente. O processo foi interrompido por adição de gelo e o material 
acetilado foi extraído com clorofórmio. A piridina residual presente no extrato 
clorofórmico foi removida por sucessivas lavagens com solução de sulfato de cobre 
5%. Após remoção total da piridina, a fração clorofórmica foi desidratada com sulfato 
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de sódio anidro e filtrada por algodão. Após secura, os acetatos de alditóis obtidos 
foram analisados por GC-MS.  
 
3.4.2  Teste de Homogeneidade 
 
3.4.2.1  Cromatografia de exclusão estérica acoplada à detecção por índice de refração 
e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS) 
 
 As amostras foram solubilizadas em nitrito de sódio 0,1 mol.l-1 contendo azida 
de sódio (NaN3) 0,2 g.l
-1 ou água MilliQ para uma concentração final de 2 mg.ml-1, 
sendo filtradas através de membrana de acetato de celulose com tamanho de poro 
equivalente a 0,2  µm. Em seguida foram aplicadas em cromatógrafo de exclusão 
estérica de alta pressão (HPSEC) WATERS equipado com detector de índice de 
refração diferencial, modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de luz em 
multiângulos WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP-F. Foram utilizadas, em 
série, 4 colunas de gel permeação WATERS com limites de exclusão de 1 x 106, 4 x 
105, 8 x 104, 5 x 103. O eluente utilizado foi uma solução de nitrito de sódio (NaNO2) 
0,1 mol.l-1 contendo NaN3 0,2 g.l
-1, com fluxo de 0,6 ml/min, monitorados através de 
bomba peristáltica WATERS 515. 
  
3.4.3  Metil ação 
 
 Alíquotas dos polissacarídeos (2-5 mg) foram metiladas segundo CIUCANU e 
KEREK (1984). A amostra foi dissolvida (1%, p/v) em dimetilsulfóxido (Me2SO). 
Após a solubilização, foi adicionado hidróxido de sódio (NaOH) desidratado e 
triturado (4:1 de carboidrato). A solução foi mantida sob agitação e adicionado iodeto 
de metila (CH3I) na proporção, CH3I/NaOH/carboidrato, recomendad (1:200:50). 
Após 24 horas, o material foi neutralizado com HOAc em banho de gelo e dialisado, 
exaustivamente, contra água corrente, liofilizado, sendo todo o processo repetido. 
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Encerrada esta metodologia, os produtos O-metilados foram extraídos com CHCl3, e 
após secura, submetidos a hidrólise (item 3.4.3.1). 
 
 
3.4.3.1  Hidrólise dos polissacarídeos parcialmente O-metilados 
 
 A hidrólise ácida total dos polissacarídeos metilados foi realizada com ácido 
sulfúrico (H2SO4) 72% (p/v; 0,5 ml) por 1 hora a 0°C, seguido por diluição a 8% (p/v; 
adição de 4,0 ml de água destilada) a qual foi mantida a 100°C por 14-18 horas, 
seguido por neutralização com BaCO3 (SAEMAN et al., 1954). 
 Os produtos de hidrólise foram reduzidos e acetilados conforme o item 
3.4.1.2., porém a redução foi realizada com NaB2H4 (boroidreto de sódio deuterado). 
 
3.4.4  Degradação Controlad de Smith 
 
 A fração 30ESFK30 (120 mg) foi dissolvida em água e foi acrescentado  
periodato de sódio (NaIO4) até atingir uma concentração final de 0,05 M. A solução 
foi mantida sem agitação por 72 ou 96 horas na ausência de luz . O processo de 
oxidação foi interrompido pela adição de etileno glicol e diálise exaustiva contra água 
corrente. A solução foi reduzida com NaBH4 (pH 9-10) por 24 horas (ABDEL-
AKHER et al., 1952; DYER, 1956; HAY; LEWIS; SMITH, 1965). Em seguida, a 
amostra foi tratada com resina catiônica (pH 7,0) e dialisada por 48 horas. A solução 
reduzida foi submetida a hidrólise ácida parcial com TFA até pH 2,0 por 30 minutos a 
100°C, sob refluxo. Após neutralização, o polissacarídeo foi precipitado com EtOH 








3.5  MÉTODOS ANALÍTICOS  
 
3.5.1  Métodos Cromatográficos 
 
3.5.1.1  Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) 
 As análises cromatográficas em fase gasosa acoplada à espectrometria de 
massa foram realizadas em cromatógrafo a gás VARIAN , modelo 3.300 acoplado a 
um espectrômetro de massa de marca FINNIGAN MAT, modelo ITD 800, equipado 
com coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo DB-225. As 
injeções nas colunas foram feitas partindo-se de 50°C (mantida por 1 min), 
seguindo-se um aumento gradual em uma razão de 40°C.min-1 até 215°C (acetatos 
de alditóis parcialmente O-metilados) ou 220°C (acetatos de alditóis), sendo 
mantida isotermicamente até o final da análise. Hélio ultra puro foi utilizado como 
gás de arraste, a um fluxo de 1,0 ml.min-1. 
 
3.5.1.2  Cromatografia em papel (CP) 
 As análises cromatográficas qualitativas dos monossacarídeos foram 
realizadas pela técnica descendente, com  sistema de solvente 1-butanol-piridina-água 
(5:3:3, v/v), em papel Whatman n° 1 (HOUGH; JONES, 1962).  
 A detecção dos carboidratos foi realizada com os reagentes de nitrato de prata 
alcalino (TREVELYAN; PROCTER; HARRISON, 1950). 
 
3.5.2  Métodos Espectroscópicos 
 
3.5.2.1  Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  
 Os espectros de RMN-13C e RMN-13C-DEPT foram realizados em 
espectrômetro BRUKER, modelo Avance-DRX-400. 
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 As análises foram feitas a 30ºC, 50ºC ou 70ºC, com as amostras sendo 
solubilizadas em D2O (óxido de deutério) ou Me2SO-d6, dependendo da sua 
solubilidade. Os deslocamentos químicos das amostras solúveis em D2O foram 
expressos em δ (ppm) relativos aos sinais de 13C da acetona em  δ 30,20 e aos sinais do 




4  RESULTADO S E DISCUSSÕES 
 
 O corpo de frutificação de G. multiplicatum (peso seco: 200g) foi submetido, 
primeiramente, ao processo de deslipidificação utilizando clorofórmio-metanol (2:1 
v/v) a 60ºC por 3h, sob refluxo (3 vezes). Os extratos lipídicos obtidos foram reunidos 
e secos em temperatura ambiente, resultando em 3,74g. O material residual foi 
submetido à extração aquosa, sob refluxo, em banho com água fervente (3 vezes). 
Além das extrações aquosas, foram realizadas extrações alcalinas nas mesmas 
condições, nas concentrações de 2, 10, 20 e 30%, sucessivamente, sendo os 
procedimentos gerais de extração visualizados na Figura 14.  
 






















Limpo, seco e moido 
Deslipidificação:  
CHCl3:MeOH (2:1, v/v) 
Componentes apolares Material residual I 
Extrato aquoso 
(W) 
H2O sob refluxo em banho com 
água fervente por 3 h (x3) 
Extrato alcalino I 
(K2) 
Material residual III 
KOH 2% sob refluxo em banho 
com água fervente por 3 h (x3) 
 
Material residual II  
KOH 20% sob refluxo em banho 
com água fervente por 3 h (x3) 
Extrato alcalino III 
(K20) 
Material residual V 
Extrato alcalino IV 
(K30) 
Material residual VI 
KOH 10% sob refluxo em banho 
com água fervente por 3 h (x3) 
 
Extrato alcalino II 
(K10) 
Material residual IV  
KOH 30%  sob refluxo em banho 
com água fervente por 3 h (x3) 
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4.1  EXTRAÇÃO AQUOSA A 100°C 
 
Os extratos aquoso obtidos foram filtrados a quente em algodão, reunidos e o 
volume foi concentrado em rotaevaporador. Após estes processos o material foi 
submetido a precipitação com etanol em excesso (3:1 v/v) resultando em um 
precipitado (1,39 g) e um sobrenadante (6,57 g). Com a finalidade de purificação, a 
fração precipitado etanólico foi submetida a diversas técnicas, as quais estão ilustradas 
na Figura 15. 
 



















 Quando analisado quanto a composição monossacarídica, o precipitado 
etanólico, mostrou-se ser composto por ramnose (2,7%), fucose (2,2%), arabinose (tr), 
xilose (2,0%), manose (15,1%), galactose (5,0%) e glucose (71,7%). Como primeira 
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etapa de purificação este material foi submetido a precipitação por congelamento e 
degelo, resultando em uma fração solúvel (SW) e uma insolúvel em água fria (PW). 
Devido ao baixo rendimento da fração PW (0,1 g), esta não foi estudada. 
A fração SW apresentou-se heterogênea quando analisada por HPSEC (Figura 
16), sendo submetida a precipitação por solução de Fehling. Este processo originou um 
precipitado e um sobrenadante, denominados PFW e SFW, respectivamente. 
FIGURA 16– Perfil eluição da fração SW (solubilizada em nitrito de sódio 0,1 mol.l-1, contendo azida 
sódica) obtido por HPSEC 
  
 A fração SFW apresentou glucose como principal monossacarídeo, enquanto 
que a fração PFW foi composta principalmente por galactose, glucose e fucose (Tabela 
3). 
TABELA 3 - Composição monossacarídica das frações PFW e SFW obtidas de G. multiplicatum 
 
Composição Monossacarídica (mol%)(1) 
 FRAÇÕES 
Rha Fuc Ara Xyl  Man Gal Glc 
SFW 2,9 1,8 2,2 1,6 11,4 8,0 72,1 
PFW 9,7 15,3 - 5,0 5,8 50,9 13,1 
 




 Como o tratamento com solução de Fehling não foi totalmente eficiente na 
purificação das frações, as mesmas foram submetidas a técnicas adicionais de 
fracionamento. 
A fração SFW foi, primeiramente, dialisada (sistema fechado) em membranas 
com limite de exclusão de 16 kDa. O material retido na membrana foi submetido a 
ultrafiltração em membranas com limite de exclusão de Mr 30 kDa resultando em uma 
fração retida (30RSFW) e uma eluída (30ESFW) sendo esta fracionada em membranas 
com Mr 10 kDa. Tanto o material retido (10RSFW) quanto o eluído (10ESFW) 
mostraram-se homogêneos quando analisados por HPSEC (Figura 17A e B, 
respectivamente) e compostos principalmente por glucose, sugerindo a presença de 
glucanas.  
 
FIGURA 17 – Perfil de eluição das frações 10RSFW (A) e 10ESFW (B) (solubilizada em nitrito de 
sódio 0,1 mol.l-1, contendo azida sódica) obtido por HPSEC 
 
 
 O espectro de RMN-13C da fração 10ESFW (Figura 18) apresentou sinais na 
região anomérica em δ 102,7 e 102,3 sugerindo configuração glicosídica do tipo β. 
Além destes, também podem ser observados sinais pouco intensos em δ 100,3 e 97,7 
correspondentes ao C-1, provavelmente, em configuração do tipo α. Estes dados 









FIGURA 18 - Espectro de RMN -13C da fração 10ESFW (em D2O a 50ºC) obtida de G. multiplicatum 
  
 
 Glucanas apresentando os dois tipos de configuração (α e β) têm sido descritas 
em basidiomicetos, como por exemplo, Astreus hygrometricus o qual sintetiza um 
polímero contendo uma cadeia linear de α-D-Glcp-(1→4)-β-D-Glcp-(1→6) 
(CHAKRABORTY et al., 2004). Em Ganoderma lucidum foi caracterizado um 
polímero contendo altos teores de glucose (Glc:Xyl:Ara em uma proporção molar de 
18,8:1,5:1,0) com cadeia principal e laterais constituídas por unidades de Glcp 
contendo ligações α- e  β-(1→4), β-(1→3) e β-(1→6). 
 Até a presente data não foram realizadas análises complementares para 
caracterização de sua estrutura fina, sendo que estudos adicionais tornam-se 
necessários para  a elucidação da estrutura da molécula isolada. 
 Outra fração estudada foi a precipitado de Fehling (PFW). Como esta fração 
apresentava-se heterogênea quando analisada por HPSEC (Figura 19) este material foi 
dialisado (sistema fechado) em membrana de Mr 16 kDa, resultando em uma fração 
dialisada (16EPFW) e uma retida (16RPFW). A fração 16RPFW foi submetida a 













































































na purificação (Figura 20 A e B), o material eluído (300EPFW) foi ultrafiltrado em 
membrana com limite de exclusão de Mr 30 kDa.  
FIGURA 19– Perfil de eluição das frações PFW (solubilizada em nitrito de sódio 0,1 mol.l-1, contendo 
azida sódica)  obtido por HPSEC 
 
 Como pode ser observado na Figura 18C e D, as frações obtidas a partir da 
ultrafiltração em membrana com limite de exclusão de Mr 30 kDa (30EPFW: eluída e 
30RPFW: retida) apresentaram um perfil heterogêneo ao serem analisadas por 
HPSEC. A análise da composição monossacarídica destas frações,  mostrou-se similar 
sendo constituídas por  fucose, xilose, manose e glucose como principais 
monossacarídeos (Tabela 4). 
TABELA 4 - Composição monossacarídica das frações 300EPFW, 30RPFW e 30EPFW obtidas de G. 
multiplicatum 
 
Composição Monossacarídica (mol%) (2) 
FRAÇÕES 
Fuc Xyl  Man Gal Glc 
300EPFW 14,0 15,6 25,9 2,6 41,8 
30RPFW 24,7 24,2 36,9 - 12,8 
30EPFW 23,7 20,7 38,1 2,3 15,1 
 





FIGURA 20 – Perfi l de eluição das frações 300RPFW (A), 300EPFW (B), 30EPFW 




 Embora as frações 30EPFW e 30RPFW apresentarem-se heterogêneas, os 
resultados obtidos sugerem a presença de uma fucoxilomanan a qual tem sido descrita 
em basidiomicetos. A presença de glucose nestas frações pode ser devido a 
contaminação por glucanas. Em Polyporus pinicola (AXELSSON; BJÖRNDAL; 
LINDBERG, 1969) e Fomes annosus (AXELSSON et al., 1971) foi descrito uma 
fucoxilomanana contendo uma cadeia principal composta por unidades de β-Manp 
ligadas (1→3) e substituída em O-4 por cadeias laterais de 2-O-α-L-Fucp-β-D-Xylp. 
A quatr unidades da cadeia principal, três unidades apresentam-se substituídas. Em 
Ganoderma lucidum foi isolado uma estrutura similar, porém a cadeia principal é 
composta por Manp com ligações do tipo (1→4), totalmente substituída em O-3 por 





4.2  EXTRAÇÃO COM HIDRÓXIDO DE POTÁSSIO a 2% a 100°C 
 Os extratos alcalinos obtidos por extrações com KOH a 2% foram filtrados a 
quente em algodão, reunidos e fracionados conforme a Figura 21. Em seguida foi 
adicionado ácido acético até, aproximadamente, pH 5, ocorrendo a formação de um 
precipitado (P5K2) o qual foi separado por centrifugação. Tanto a fração sobrenadante 
(S5K2) quanto a precipitada (P5K2) obtida por este procedimento foram neutralizadas, 
dialisadas contra água corrente (~ 48 h). Decorido o tempo, as frações dialisadas 
foram reduzidas a pequeno volume em rotaevaporador e liofilizadas. 
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A fração S5K2 foi submetida ao processo de purificação por congelamento e 
degelo resultando em uma fração insolúvel (PK2) e outra solúvel (SK2) em água 
fria, sendo esta tratada com solução de Fehling. O processo resultou em uma fração 
sobrenadante (SFK2) e uma precipitado de Fehling (PFK2).   
 A fração SFK2 apresentou um perfil heterogêneo quando analisado por 
HPSEC (Figura 22 A), sendo esta, primeiramente, dialisada (sistema fechado) em 
membranas com limite de exclusão de 16 kDa, sendo o material retido (16RSFK2) 
submetido a ultrafiltração em membranas com limite de exclusão de 300 kDa 
resultando em uma fração retida (300RSFK2) e uma eluída (300ESFK2). A fração 
300ESFK2 (Figura 22 B) foi fracionada em membranas com limite de exclusão de 10 
kDa, originando uma fração retida (10RSFK2) e uma eluída (10ESFK2) as quais 
mostraram-se compostas, principalmente, por glucose e um perfil homogêneo quando 
analisadas por HPSEC (Figura 22 C e D). 
 
FIGURA 22 – Perfil de eluição das frações SFK2 (A), 300ESFK2 (B), 10RSFK2 (C) e 10ESFK2 (D) 
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 Os espectros de RMN-13C das frações 10RSFK2 e 10ESFK2 (Figura 23 A e B, 
rspectivamente) mostraram-se similares. Estes contém sinais na região anomérica em δ 
102,3 e 102,2, os quais correspondem a uma configuração glicosídica do tipo β. Os 
sinais observados em δ 84,1 e 78,4, característicos de C-3 e C-4 substituídos, 
respectivamente, sugerem a presença de unidades contendo ligações do tipo (1→3) e 
(1→4). Além destes tipos de ligações também pode ser observado unidades ligadas 
(1→6) em decorrência do sinal em δ 68,5 observado no espectro de RMN-13C e 
confirmado pela inversão do correspondente sinal no espectro de RMN-13C-DEPT da 
fração 10ESFK2 (Figura 23 C). 
 
FIGURA 23 - Espectros de RMN-13C das frações 10RSFK2 (A) e 10ESFK2 (B) (em D2O a 30ºC) 






















































































































 Os dados obtidos por metilação da fração 10ESFK2 (Tabela 5) estão de acordo 
com os observados por RMN-13C onde foram detectados os derivados 2,4,6-Me3Glc, 
2,3,6-Me3Glc, 2,3,4-Me3Glc e 2,4-Me2Glc correspondentes, respectivamente, as 
unidades 3-O-, 4-O-, 6-O- e 3,6-di-O- substituídas. Além destes, também foi 
observado altos teores de terminais não redutores (2,3,4,6-Me4Glc; 21,9%) sugerindo a 
presença de uma estrutura ramificada. 
 
TABELA 5 - Análise por metilação da fração 10ESFK2 obtida de G. multiplicatum 
 
Acetatos de alditóis 
parcialmente O-
metilados (1) 
mol% Tipo de ligação 
(2) 
2,3,4,6-Me4Glc 21,9 Glcp-(1→ 
2,4,6-Me3Glc 19,1 3→)-Glcp-(1→ 
2,3,6-Me3Glc 8,4 4→)-Glcp-(1→ 
2,3,4-Me3Glc 29,6 6→)-Glcp-(1→ 
2,4-Me2Glc 19,8 3,6→)-Glcp-(1→ 
2,3-Me2Glc
 1,2 4,6→)-Glcp-(1→ 
 
(1) Analisado em GC-MS após metilação, hidrólise ácida total, redução (NaB2H4) e acetilação. 










































 Os dados obtidos sugerem uma glucana com uma estrutura ramificada, 
constituída por uma cadeia principal com ligações do tipo 1→3, substituída em O-6, 
principalmente, por unidades de Glcp ligadas 1→6, além de uma menor quantidade de 
unidades de Glcp com ligações do tipo 1→4. 
Polissacarídeos constituídos, principalmente, por unidades de glucose são 
comumente encontrados em basidiomicetos. A partir de estudos do esclerócio de 
Grifora umbellata (Fr.) Pilát foi isolado uma glucana com ligação do tipo β-(1→3) e 
(1→6), além de unidades de Glcp com ligações do tipo β-(1→4) (KATO et al.,1978). 
Em Auricularia auricula-judae também foi isolado um glucana com ligações do tipo 
β-(1→3) e (1→6) (SONE; KAKUTA; MI SAKI, 1978).  
 
 
4.3  EXTRAÇÃO COM HIDRÓXIDO DE POTÁSSIO a 10% a 100°C 
 
Os extratos alcalinos obtidos por extrações com KOH a 10% a 100°C foram 
filtrados a quente em algodão, reunidos e fracionados conforme a Figura 25. 
Primeiramente, foi adicionado ácido acético até, aproximadamente, pH 5, ocorrendo a 
formação de um precipitado (P5K10) o qual foi separado por centrifugação. Tanto a 
fração sobrenadante (S5K10) quanto a precipitada (P5K10) obtidas por este 
procedimento foram neutralizadas, dialisadas contra água corrente (~ 48 h). Decorrido 
o tempo, as frações dialisadas foram reduzidas a pequeno volume em rotaevaporador e 



























 A fração P5K10 mostrou-se composta por fucose (1,5%), xilose (5,5%), 
manose (10,6%) e glucose (81,8%). Com a finalidade de purificação, a mesma foi 
submetida a tratamento com solução de Fehling, como descrito em material e métodos. 
 O precipitado (PFK10) obtido apresentou um perfil heterogêneo ao ser 
analisado por HPSEC (Figura 26) e composto por 30,9% de fucose, 32,6% de xilose, 
54,2 de manose e 9,2% de glucose (Tabela 6). 
 
FIGURA 26 – Perfil eluição da fração PFK10 (solubilizada em nitrit o de sódio 0,1 mol.l-1, contendo 
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 Esta foi dialisada em membrana com limite de exclusão de 16 kDa, sendo a 
fração retida (16RPFK10) ultrafiltrada em membrana com limite de exclusão de 30 
kDa obtendo-se as frações 30RPFK10 e 30EPFK10 para eluída e retida, 
respectivamente. A fração 30RPFK10 apresentou-se composta por fucose (3,4%), 
xilose (28,5%) e manose (68,1%). A fração 30EPFK10 apresentouuma composição 
monossacarídica similar, sendo composta por fucose (2,9%), xilose (27,8%) e manose 
(69,3%) (Tabela 6). 
 
TABELA 6 - Composição monossacarídica das frações PFK10, 30RPFK10 e 
30EPFK10 obtidas de G. multiplicatum  
  
Composição Monossacarídica (mol%)(1) 
 FRAÇÕES 
Rha Fuc Ara Xyl  Man Gal Glc 
PFK10 - 30,9 - 32,6 54,2 - 9,2 
30RPFK10 - 3,4 - 28,5 68,1 - - 
30EPFK10 - 2,9 - 27,8 69,3 - - 
 
(1) Analisado em GC-MS após hidrólise ácida total, redução e acetilação 
  
 Os espectros de RMN-13C das frações 30RPFK10 e 30EPFK10 mostraram-se 
similares (Figura 27 A e B). Os sinais na região anomérica em δ 103,9 correspondem 
as unidades de Xylp (GORIN; MAZUREK, 1974) e os sinais em δ 101,8 e 101,3 
correspondem ao C-1 das unidades de Manp. A configuração glicosídica foi 
determinada pelos valores de constante de acoplamento (JC-1,H-1) observadas no 
espectro de RMN-13C acoplado (Figura 28). As unidades de Xylp apresentam 
configuração de tipo β em virtude do valor JC-1,H-1 = 162,8 Hz, enquanto que as 
unidades de Manp correspondente a cadeia principal apresentam configuração do tipo 





FIGURA 27 - Espectros de RMN- 13C das frações 30RPFK10 (A) e 30EPFK10 (B) em D2O (50ºC) 
obtidas de G. multiplicatum. Os insertos correspodem aos sinais referentes ao 

































































































FIGURA 28 – Região anomérica do espectro de RMN-13C acoplado da fração 30EPFK10 em D2O 
(50ºC) obtida de G. multiplicatum 
 
Outros sinais presentes no espectro de RMN-13C também puderam ser 
assinalados, como: δ 76,2; 72,9; 69,6 e 65,5 correspondem, respectivamente, ao C-3, 
C-2, C-4 e C-5 das unidades terminais não redutores de Xylp (GORIN; MAZUREK, 
1975, SIMAS et al., 2004). Os sinais em δ 61,2 e 60,5 referem-se ao C-6 livre das 
unidades de Manp. O sinal em campo alto em δ 15,8 refere-se ao grupo –CH3 das 
unidades de Fucp.  
Devido a similaridade entre as frações 30RPFK10 e 30EPFK10, observada 
tanto na composição monossacarídica quanto nos espectros de RMN-13C, somente a 
fração eluída (30EPFK10) foi analisada por metilação (Tabela 6).   
 
TABELA 7 - Análise por metilação da fração 30EPFK10 obtida de G. multiplicatum 
 
Acetatos de alditóis 
parcialmente O-metilados (1) (mol%) 
Tipo de ligação (2) 
2,3,4-Me3Fuc 2,3 Fucp-(1→ 
2,3,4-Me3Xyl  28,2 Xylp-(1→ 
2,3,6-Me3Man 37,5 4→)-Manp-(1→ 
2,6-Me2Man
 32,0 3,4→)-Manp-(1→ 
(1) Analisado em GC-MS após metilação, hidrólise ácida total, redução (NaB2H4) e acetilação. 










A análise de metilação sugere a presença de uma estrutura altamente 
ramificada devido a proporção dos grupos terminais não redutores de Fucp (2,3%) e 
Xylp (28,2%) observada. Os derivados 2,3,6-Me3Man (37,5%) e 2,6-Me2Man (32,0%) 
referem-se, respectivamente, as unidades de Manp 4-O- e 3,4-di-O- substituídas 
correspondentes a cadeia principal.  
Os dados obtidos sugerem que o heteropolissacarídeo isolado corresponde a 
uma xilomanana altamente ramificada contendo uma cadeia principal formada por 
unidades de α-Manp apresentando ligações do tipo (1→4) a qual encontra-se 
parcialmente substituída em O-3, principalmente, por grupos terminais não redutores 
de β-Xylp. 
Estruturas similares têm sido descritas a partir do corpo de frutificação de 
basidiomicetos, porém a maioria destas também apresenta fucose como principal 
componente monossacarídico, sendo estes denominados de fucoxilomanana. Estas 
podem apresentar diferentes tipos de cadeia principal as quais são, principalmente, 
constituídas por unidades de Manp contendo ligações do tipo β-(1→3) (AXELSSON; 
BJÖRNDAL; LINDBERG, 1969; AXELSSON et al., 1971). Porém, em Ganoderma 
lucidum foi isolada uma estrutura contendo uma cadeia principal composta por 
ligações do tipo (1→4) a qual encontra-se totalmente substituída em O-3 por cadeias 
laterais de 4-O-α-L-Fucp-β-D-Xylp. 
 Estruturas contendo apenas xilose e manose como monossacarídeos, 
xilomananas, foram caracterizadas somente a partir do micélio de Armillaria mellea 
(BOUVENG; FRASER; LINDBERG, 1967) e de Polyporus tumulosus (ANGYAL; 
BENDER; RALPH1, citado por BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983). Estas 
apresentam uma cadeia principal formada por unidades de α-Manp ligadas (1→3), 
sendo substi uída em O-4 por cadeias laterais de 4-O-α-D-Xylp-D-Xylp.  
 O polissacarídeo isolado no presente estudo apresenta uma cadeia principal 
não comumente descrita em basidiomicetos. Estruturas compostas principalmente por 
manose e xilose foram caracterizadas apenas no micélio de alguns basidiomicetos. 
                                                     
1 ANGYAL , S. J.; BENDER, V. J.; RALPH, B. J. Biochim. Biophys. Acta, v. 362, p. 175-187, 1973. 
47
 
4.4  EXTRAÇÃO COM HIDRÓXIDO DE POTÁSSIO a 20% a 100°C 
 
 A fração P5K20 (precipitado), obtida após adição de ácido acético até pH 5,0 
(Figura 29), apresentou-se composta principalmente por glucose (98%).  
 









 O espectro de RMN-13C (Figura 30) apresentou apenas 6 sinais presentes em δ 
102,9; 86,1;76,3; 72,8; 68,4; 60,8 correspondentes a C-1, C-3, C-5, C-2, C-4 e C-6, 
respectivamente. De acordo com os dados obtidos, a fração P5K20 consiste de uma β-
glucana contendo ligações do tipo (1→3) a qual é denominada de laminaran (GORIN, 
1981; ALQUINI et al., 2004).  
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β-Glucanas ligadas (1→3) são estruturas comumente encontradas em 
basidiomicetos, como por exemplo, em Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 
2004), Flamnulina velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI, 1977), Armillaria 
mellea (FRASER, 1967) e Ganoderma tsugae (WANG et al., 1993). De acordo com 
GRIFFIN (1994) este tipo de polímero é um dos componentes da parede celular nestes 
organismos. 
   
4.5  EXTRAÇÃO COM HIDRÓXIDO DE POTÁSSIO a 30% a 100°C  
 
Os extratos alcalinos obtidos por extrações com KOH a 30% foram filtrados a 
quente em algodão, reunidos e submetidos a purificação conforme a Figura 31. 
Inicialmente, foi adicionado ácido acético até ~ pH 5, porém diferentemente das 
extrações anteriores este tratamento não resultou na formação de precipitado. Este 
extrato foi neutralizado, dialisado contra água corrente (~ 48 h). Decorrido o tempo, a 
fração dialisada foi reduzida a pequeno volume em rotaevaporador e liofilizada. 
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 Como realizado para as outras extrações, o material foi submetido ao processo 
de purificação por congelamento e degelo, resultando em uma fração solúvel (SK30) e 
uma insolúvel (PK30), sendo que ambas foram compostas, principalmente, por 
glucose (~ 96%).  
A fração solúvel foi submetida a precipitação com solução de Fehling, 
resultando em um sobrenadante (SFK30) e um precipitado (PFK30). Apesar da fração 
SFK30 apresentar altos teores de glucose (99,2%), quando analisada por HPSEC esta 
não estava homogênea (Figura 32). 
  
FIGURA 32 – Perfil de eluição da fração SFK30 (solubilizada em nitrito de sódio 0,1 mol.l-1, 
contendo azida sódica) obtido por HPSEC 
 
   
 Com o intuito de purificar esta fração, a mesma foi submetida a ultrafiltração 
em membrana de Mr 300 kDa, resultando em um material retido (300RSFK30) e outro 
eluído (300ESFK30). A fração 300ESFK30 quando analisada por GC-MS mostrou-se 
composta somente por glucose, sendo submetida a análises de RMN-13C. 
 O espectro de RMN-13C da fração 300ESFK30 (Figura 33) apresentou sinais 
em δ 103,1, 102,8 e 102,6 que correspondem aos carbonos anoméricos das unidades 
de β-Glcp. Os sinais em δ 84,8 e 79,1 são referentes, respectivamente, ao C-3 e C-4 
substituídos, enquanto que aqueles em δ 69,1 e 61,2 e 60,6 correspondem ao C-6 
substituído e não substituído, respectivamente, sendo estes confirmados pela inversão 
no espectro de RMN-13C-DEPT (Figura 34). 
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 Os dados de RMN-13C da fração 300ESFK30 estão de acordo com as análises 
de metilação (Tabela 8) onde foi observado além dos altos teores de terminais não 
redutores de Glcp, o qual sugere a presença de uma glucana ramificada, unidades de 
Glcp 3-O-, 4-O-, 3,6-di-O- e 4,6-di-O-substituídas. Além de baixos teores de unidades 
de Glcp 3,4,6-tri-O- substituídas. 
 
TABELA 8 - Análise por metilação das frações 300ESFK30 e S300ESF obtida de G. multiplicatum 
 
Frações (mol%) Acetatos de alditóis 
parcialmente O-metilados (1) 
300ESFK30 S300ESF 
Tipo de ligação (2) 
2,3,4,6-Me4Glc 21,4 2,8 Glcp-(1→ 
2,4,6-Me3Glc 19,8 97,2 3→)-Glcp-(1→ 
2,3,6-Me3Glc 37,2 - 4→)-Glcp-(1→ 
2,4-Me2Glc 15,9 - 3,6→)-Glcp-(1→ 
2,3-Me2Glc
 4,6 - 4,6→)-Glcp-(1→ 
2-MeGlc  1,6 - 3,4,6→)-Glcp-(1→ 
 
(1) Analisado em GC-MS após metilação, hidrólise ácida total, redução (NaB2H4) e acetilação. 
(2) Baseado no derivados acetilados parcialmente O-metilados.  
  
 Com a finalidade de elucidar a estrutura da cadeia principal desta β-glucana, 
esta fração (120 mg) foi submetida ao procedimento de degradação de Smith 
controlada (ABDEL-AKHER et al., 1952; HAY et al., 1965). O material resistente 
(S300ESF; 12 mg) foi analisado por metilação fornecendo apenas terminais não-
redutores de Glcp e unidades Glcp 3-O-substituídas, sugerindo a presença de uma 
cadeia principal composta por unidades de glucose contendo ligações do tipo (1→3) 
(Tabela 7).  
 De acordo com os dados obtidos, a fração 300ESF30K consiste de uma β-
glucana ramificada, a qual apresenta uma cadeia principal contendo ligações do tipo 
(1→3) sendo substituída principalmente em O-6 por cadeias laterais formadas por 
unidades de β-Glcp contendo ligações do tipo (1→4). Esta mostrou-se similar àquelas 
obtidas por extração com KOH a 2% (10ESFK2 e 10RSFK2), porém a mesma não 
apresentou unidades de β-Glcp contendo ligações do tipo (1→6). 
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 A maioria das β-glucanas de basidiomicetos citadas na literatura, e que 
apresentam o mesmo tipo de cadeia principal, são substituídas em O-6 por unidades 
terminais não redutoras de β-Glcp ou por cadeias laterais formadas de unidades de β-
Glcp-(1→6)- ligadas (YOSHIOKA et al., 1985; MIZUNO et al, 1992; TABATA et al., 
1981; SONE; KAKUTA; MISAKI , 1978).  
 Estrutura similar à isolada no presente estudo foi observada em Ganoderma 
lucidum, a qual apresenta cadeias laterais formadas por unidades de β-Glcp-(1→4)- 
ligadas as quais substituem as unidades da cadeia principal em O-2, diferente do 
observado neste trabalho, onde este tipo de ramificação ocorre em O-6. Além disso, a 
glucana de G. lucidum contém cadeias laterais constituídas por unidades de β-Glcp-
(1→6)- ligadas substituindo a posição O-6 (SONE et al., 1985).  
 Embora β-glucanas sejam estruturas comuns em basidiomicetos, há uma 
grande diversidade estrutural, sendo que até a presente data não há relato nestes 
organismos de polímeros com altas proporções de unidades de β-Glcp-(1→4)- ligadas. 
Desta maneira, devido a estrutura obtida não ser comum, torna-se necessário análises 
adicionais para a caracterização fina da molécula. 
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5  CONCLUSÕES 
 
 Os resultados obtidos a parti  das extrações aquosas e alcalina a 2, 10, 20 e 
30%  do corpo de frutificação do basidiomiceto Ganoderma multiplicatum sugerem as 
seguintes estruturas: 
a) um polissacarídeo ramificado obtido a partir das frações solúveis das 
extrações com KOH 2%, sendo consti uído, principalmente, por glucose. 
Os dados de metilação sugerem unidades de Glcp 3-O-, 4-O-, 6-O- e 3,6-
di-O- substituídas;  
b) uma glucana linear, com ligações do tipo a -(1→3), denominada de 







go0mfv"qs%mxw -(1→3) ramificada em O-6 por yiz{|,}rz
~rzk|zi}$~{0| -D-Glcp-(1→4), proveniente das frações solúveis das 






Manp ligadas (1→4) e parcialmente substi uídas em O-3 por unidades 
terminais não de redutores de  -D-Xylp; originada do precipitado de 
Fehling da fração precipitada com ácido acético até pH 5,0 das extrações 
com KOH a 10% 
e) uma glucana contendo ligações do tipo  - ' - proveniente do sobrenadante 
de Fehling das extrações aquosas, porém a estrutura fina da molécula não 
foi determinada; 
f) um polímero composto principalmente por fucose, xilose e manose, o qual 
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